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(57) Abstract 

The invention relates to new DNA fragments and to their application as a DNA coding fragment for a signal peptide 
which can be used for the secretion of proteins, said peptide including a sequence of amino-acids which show a degree of corre- 
spondence of at least 60 % with the sequence of amino-acids (I) or (II), preferably with the sequence (ID- The sequences (I) and 
(II) are as follows: (I) Arg-Phe-Ser-Tnr-Tnr-L^-^ (II) Arg-Phe-Ser-Thr- 

Thr-Leu-Ala-Tnr-Ala-Ala-Thr-^ 

(57)Abrege 

L'invention concerne de nouveaux fragments d'ADN et leur application a titre de fragment d'ADN codant pour un pep- 
tide signal utile pour la secretion de proteines, ce peptide comprenant une sequence d'acides amines qui presente un degre dlto* 
mologie d'au moins 60 % avec la sequence d'acides amines (I) ou (II), de preference avec la sequence (II). Les sequences (I) et 
(II) sont comme suit: (I) Arg-Phe-Ser-Inr-Tnr-Leu-Ala-Tlir-Ala-Ala-Thr-Ala-Leu-Phe-P (II) Arg-Phe-Ser- 

Tbr-Thr-Leu-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-^ 
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APPLICATION DE NOUVEAUX FRAGMENTS D'ADN EN TANT QUE 
SEQUENCE CODANT POUR UN PEPTIDE SIGNAL POUR LA SECRETION 
DE PROTEINES MATURES PAR DES LEVURES RECOMBINANTES, 
CASSETTES D'EXPRESSION, LEVURES TRANSFORMEES ET PROCEDE DE 
10 PREPARATION DE PROTEINES CORRESPONDANT. 

La presente invention a pour objet de nouveaux fragment d'ADN et Ieur 
utilisation en tant que fragments d'ADN codant pour un peptide signal utile pour 
la secretion de proteines heterologues par des cellules eucaryotes (animates ou 
15 vegetales) ou procaryotes (bacteries), plus particulierement des levures telles que 
des souches de Saccharomyces. 

Lots de la preparation d'une proteine beterologue par les techniques de 
FADN recombinant, un des objectifs souvent poursuivis est Pobtention d'un 

20 produit qui est secr£t£ dans le milieu de culture des cellules qui synthetisent la 
pioteine beterologue. En effet, dans le cas notamment de la preparation d'une 
prot6ine d'interet industries destinee a etre produites en grande quantite, il est 
souhaitable, afin qu'elle conserve les proprietes d&irees, que la proteine soit 
produite sous forme mature, c'est a dire depourvue de tout acide amine ou 

25 sequence peptidique supplemental demeuree fusionnee a la proteine. Par ailleurs, 
il peut etre interessant qu'elle soit s£cretee dans le milieu de culture afin de 
faciliter les operations de recuperation et purification. 
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Les proteines qui sont secret6es par une cellule, en particulier par une cellule 
eucaryote, sont tres generalement synthetisees sous forme d'un precurseur 
polypeptidique comprenant un fragment correspondant k la proteine mature (forme 
5 active) et un fragment N-terminal dit fragment "pre", aussi appele peptide signal, 
qui intervient dans le mecanisme de secretion de la proteine par la cellule. En 
outre, ce precurseur polypeptidique peut comprendre un ou des fragments 
additionnels, appeles fragments "pro 0 - Dans ce dernier cas y le precurseur 
polypeptidique est appele precurseur "pre-pro" ou premier precurseur. Un fragment 
10 "pro" est, dans la majoritd des cas, insere entre le peptide signal et le fragment 
correspondant a la proteine mature, bien que ceci ne soit pas une regie absolue. 

Un peptide signal initie (i) Tinsertion de la proteine dans la membrane 
cellulaire, Qi) la translocation de la proteine au travels de la membrane celiulaire, 

15 ou (iii) I' entree de la proteine dans le reticulum endopiasmrque de la cellule en 
vue de la secretion de la proteine par la voie du reticulum endoplasmique. Une 
fois que le peptide signal a rempli son office, il est normalement detache par 
clivage proteolytique pour liberer une proteine mature ou un deuxieme precurseur 
appele precurseur "pro" qui, tout comme le premier precurseur, n'a pas d'activite 

20 biologique, ou qui n'a pas Factivite complete de la proteine mature. 

Un fragment "pro" est utile dans la mesure ou il bloque ou modifie l'activite 
de ia proteine, permettant ainsi de proteger la cellule contre les effets toxiques 
eventuels de la proteine ou de proteger la proteine contre d'eventuelles 
25 . modifications ou degradations. II peut aussi intervenir dans une certaine mesure 
dans le mechanisme de s6cretion En fin du processus de secretion, le fragment 
"pro" du deuxieme precurseur est detache par clivage proteolytique pour liberer 
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une proteine mature (forme active). 

A la jonction du fragment "pre" et du fragment "pro", ainsi que a la jonction 
du fragment "pro" et du fragment correspondant a la proteine mature, doit se 
5 trouver un site de clivage proteolytique qui est reconnu par une des proteases de 
la cellule dans laquelle la proteine est synthetisee. Ce site de clivage proteolytique 
est generalement constitue d'une sequence de 2 ou 3 acides amines ou plus 
(appelee par la suite sequence de proteolyse) qui est accessible a la protease sur 
le precurseur "pro" et qui, si elle existe sur le fragment correspondant a la proteine 
10 mature, n'est pas accessible. Trois cas sont a priori possibles, illustres ci*dessous 
en reference a la jonction des fragments "pre" et "pro": 

ou bien la protease coupe en tete de sequence et, par consequent, la 
sequence de proteolyse doit se lire sur le fragment "pro"; 
ou bien la protease coupe en queue de sequence et, par consequent, la 
15 sequence de proteolyse doit se lire sur le fragment "pre"; 

ou bien la protease coupe en milieu de sequence et, par consequent, la 
sequence de proteolyse doit se lire a cheval sur les fragments " pre" et 
pro . 

20 Ces considerations s'appliquent bien sur de maniere similaire au site de 

clivage place h la jonction du fragment "pro" et du fragment correspondant a la 
proteine mature. 

Pour la construction de precurseurs synthetiques par les methodes du genie 
25 genetique on peut etre amene a utiliser des fragments naturels (c'est-a-dire tels que 
trouves dans la nature) et a inserer en bonne place un nouveau site de clivage 
proteolytique ou certains acides amines de maniere a reconstituer un nouveau site 
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de clivage proteolytique en association avec ies fragments, ce nouveau site de 
clivage etant bien sur reconnu par une des proteases de la cellule dans iaqueile le 
precutseur synthetique est exprime. 

5 Un exemple du type de synthese et du mode de secretion decrit ci-dessus est 

illustre par le cas de la phetomone sexuelle a de la Ievure & cerevisiae, aussi 
appele facteur a (code a partir du gene MFal ou MFa2). Le Facteur a est en effet 
synthetise sous forme de precutseur "pie-pro" tei que decrit dans Kurjan et 
Herskowitz, Cell (1982) 30: 933. La sequence d'acides amines du fragment tt pre n 

10 du precutseur du Facteur a est Met Arg Phe Pro Ser De Phe Thr Ala Val Leu Phe 
Ala Ala Ser Ser Ala Leu Ala tandis que celle du fragment "pro" du precutseur du 
Facteur a est Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr GIu Asp Giu Thr Ala Gin lie Pro Ala 
Giu Ala Val He Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe Asp Val Ala Val Leu Pro 
Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe lie Asn Thr Thr He Ala Ser He 

15 Ala Ala Lys GIu Glu Gly Val Ser Leu Asp. 

De maniere surprenante, il a maintenant ete trouve que l'extremite N- 
terminale du ptecurseur d'une enzyme de Ievure, cette extremite N-terminale ayant 
la sequence d'acides amines : 

20 Arg-Phe^r-Thr-Thr-Ixu-Ala-^ 

Val-Ser-Ala, peut etre utilisee a titre de peptide signal pour la secretion de 
proteines heterologues, ainsi que differents variants de cette extremite N-terminale. 
Par "proteine hdt6rologue" on signifie une proteine qui n f est pas produite 
natureilement par la cellule bote ou bien qui est codee par une sequence qui ne 

25 provient pas de la cellule hote. 



Conformement a ceci, la presente invention a pour objet un fragment d'ADN 



WO 90/13646 PCT/FR90/00306 



isole qui code pour uh peptide dont la sequence d'acides amines presente un degre 
d'homologie d'au moins 60%, de maniere preferentielle d'au moins 80%, avec la 
sequence d'acides aminfe (I) ou (II), de preference avec la sequence (II). Les 
sequences (I) et (II) sont comme suit: 
5 (1) Arg-Phe^r-Thr-Thr-U 
Ala-Ser-Gln. 

(II) Arg-Phe^er-Thr-Thr-Leu-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Ala-^ 
Ala^r-Gln-Val-Ser-Ala. 

10 Par "fragment d'ADN isole" on signifie un fragment d'ADN dont l'extremite 

3* n'est pas liee par liaison covalente a un fragment d'ADN codant pour une 
enzyme ayant une activite 0-1,3 glucanase telle que en particulier decrite dans 
Klebl & Tanner, J. Bact, Nov 1989, 171: 6259. 

15 Plus particulierement, un fragment d'ADN selon 1'invention code pour un 

peptide comprenant la sequence d'acides amines (EI) suivante : 

(III ) R l --R 2 -R 3 -Thr-Thr-R 4 --Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Ala-Leu-Phe- 
15 10 

Phe-Thr-Ala-R 5 -R € 
20 15 19 

dans laquelle: 

R x est un acide amin6 selectionne paxmi Arg et Lys, 
R 2 et R<5 sont chacun un acide amine selectionne de maniere independante 
parmi Ala, Asn, Cys, Gin, Gly, His, He, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, 
25 Tyr et Val, 

R 3 et R 5 sont chacun un acide amine selectionne de maniere independante 
parmi Asp, Gly, Asn, Pro et Ser, et 

R 4 est un acide amine selectionne parmi Val, Leu, Ala, Cys, Phe, He et 
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De maniere preferee, un fragment d'ADN selon Pinvention code pour un 
peptide comprenant la sequence d'acides amines (IV) suivante: 
5 (IV) Ri-Rj-Ra-Thr-Thr-R^Ala-^ 
Ala-Rs-R^^ 
dans iaquelle : 

R x est un acide amin6 selectionne panni Arg et Lys, 
R 2 et R 6 sont chacun un acide amine selectionne de maniere independante 
10 parmi Ala, Asn, Cys, Gin, Giy, His, De, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, 

Tyr et Val, 

R 3 et R 5 sont chacun un acide amine selectionne de maniere independante 
panni Asp, Gly, Asn, Pro et Ser, 

R 4 est un acide amine selectionne panni Val, Leu, Ala, Cys, Phe, lie et 
15 Met, 

R 7 est une sequence de proteolyses 

R 7 'est preferentiellement une sequence de proteolyse Rg-R^-Rio dans 
Iaquelle : 

20 Rg est un acide amine selectionne parmi Ala, Val, Ser, Cys, Gly, lie, Leu, 

Thr, 

JO? est un acide amine selectionne parmi Ala, Arg, Cys, Gin, Gly, His, lie, 
Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr et Val et 

R 10 est un acide amine selectionne parmi Ala, Cys, Giy, Leu, Pro, Gin, Ser 
25 etlhr. 

Selon Tinvention, un fragment d'ADN prefere code pour un peptide 
comprenant une sequence d'acides amines selectionnee parmi les sequences 
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d'acides amines (V), (VI), (VII) et (VIII) suivantes : 

(V) Arg-Phe-Ser-Thr-Thr-Leu-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-AIa-Leu-Phe-Phe-Thr- 
Ala-Ser-Gln 

(VI) Arg-Phe^er-Thr-Thr-VaI-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr.Ala-Leu-Phe-Phe.-Thr- 

5 Ala-Ser-Gln 

(VH) Arg-Phe^er-Thr-Thr-Ixu-Ala-Thr-AJa-Ala-Thr-Ala-Leu-Phe-Phe- 

Thr-Ala-Ser-Gln-R, 

dans laquelle R 7 est tel que defini ci-dessus. 
(Vm) Arg-Phe^er-Thr-Thr-Val-AIa-Thr-Ala-Ala-Thr-Ala-Leu-Phe-Phe- 

10 Thr-Ala-Ser-Gln-R 7 

dans iaquelle R, est tel que defini ci-dessus. 

De maniere tout a fait preferee, R 7 est une sequence dans laquelle R, est 
Val, R, est Ser et R 10 est Ala. 

15 

II est tout particulierement prefere qu'un fragment d'ADN selon 1' invention 
ait pour sequence nucleotidique l'une des sequences (IX), (X), (XI) et (XII) 
suivantes : 

(IX) CGT TTC TCT ACT ACA GTC GCT ACT GCA GCT ACT GCG CTA 
20 TTT TTC ACA GCC TCC CAA, 

(X) CGT TTC TCT ACT ACA CTC GCT ACT GCA GCT ACT GCG CTA 
TTT TTC ACA GCC TCC CAA, 

(XT) CGT TTC TCT ACT ACA GTC GCT ACT GCA GCT ACT GCG CTA 
TTT TTC ACA GCC TCC CAA GTT TCA GCT, 
25 (XII) CGT TTC TCT ACT ACA CTC GCT ACT GCA GCT ACT GCG CTA 
TTT TTC ACA GCC TCC CAA GTT TCA GCT. 
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Les peptides codes par les fragment d'ADN selon Pinvention comprennent 
une region hydrophobe possedant une structure en helice a comprise entre Pacide 
amine en position 3 et Pacide amine en position 18. Cette structure contribue a les 
rehdre aptes a une utilisation comme peptide signal. II est connu que la partie 
5 hydrophobe des sequences signal est composee en majorite des acides amines Ala, 
Cys, Phe, He, Leu, Met, VaL On peut done aussi prevoir que certaines 
modifications d'acides amines n'engendrent pas de modification dans {'aptitude 
du peptide signal a jouer son role. 

10 Sous un autre aspect, Pinvention propose par consequent P application d'un 

fragment d'ADN selon Pinvention a titre de fragment d'ADN codant pour un 
peptide signal utile pour la secretion d'une proteine heterologue par une cellule 
h6te dans laquelle la proteine heterologue est synthetisee. D'une maniere generate, 
Pinvention peut etre mise en oeuvre dans une cellule procaryote ou eucaryote, de 

IS preference dans cette derniere. La cellule eucaryote peut etre par exemple, une 
cellule de mammifere ou de levure. De maniere tout a fait preferee, la secretion 
d'une proteine heterologue a Paide d'un peptide signal code par un fragment selon 
Pinvention est realisee par une cellule de levure, par exemple du genre 
Saccharomyces, plus particulierement de Pespece & cerevisiae. 

20 

Bien entendu, en tant que fragments d'ADN codant pour un peptide signal, 
les fragments d'ADN selon Pinvention seront precedes d'un codon d'initiation de 
la traduction, generalement d'un codon codant pour une methionine, en particulier 
un ATG. 

25 

Les fragments d'ADN selon Pinvention peuvent etre utilises pour la 
construction d'une cassette d'expression d'une proteine, precedes du codon 
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d'initiation, seuls ou en combinaison avec d'autres composants, par exemple un 
fragment "pro". Ces fragments d'ADN peuvent etre prepares par synthese 
chimique, au moyen d'un synthetiseur d 'oligonucleotides par une technique connue 
de l'homme du metier. 

5 

L J invention conceme egalement une cassette d 'expression d'une proteine 
heterologue comprenant un fragment d'ADN seion 1' invention a litre de fragment 
d'ADN codant pour le peptide signal de ia dite proteine heterologue. De maniere 
detaillee, une cassette d'expression selon 1' invention qui comporte done 
10 information necessaiie a la secretion d'une proteine heterologue mature 
comprend, de fagon sequentielle, au moins: 

a) un fragment d'ADN comportant des signaux d'initiation de 
transcription et de traduction, 

b) un fragment d'ADN selon 1'invention, 

15 c) un fragment d'ADN codant pour une proteine heterologue mature 

(avec codon de fin de traduction). 

Dans une premiere variante, on peut fusionner directement le fragment b) 
en phase avec le fragment c), dans la mesure oil, a la jonction du fragment b) et 
20 du fragment c), il existe une sequence d'ADN codant pour un site de clivage 
proteolytique de maniere a permettre la liberation d'une proteine mature en fin du 
processus d'expression et de secretion. 

De manifcre preferce, la sequence d'ADN codant pour un site de clivage 
proteolytique se lit sur le fragment b). 

25 

Dans une deuxieme variante, une cassette d'expression selon 1'invention 
comprend en outre un fragment d'ADN b*) codant pour un fragment peptidique 
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"pro". Ce fragment b') est fusionne en phase avec ie fragment b) et le fragment 
c) t dans la mesuie ou, a la jonction des fragments b) et b f ) d'une part et des 
fragments b') et c) d'autre part, il existe une sequence d'ADN codant pour un site 
de clivage proteolytique. 

5 

De nombreux fragments b') peuvent etre utilises dans les cassettes selon 
('invention. En particulier, divers fragments b') peuvent etre construits de maniere 
synthetique. A title d'exemple, on indique ci-dessous la construction d'un fragment 
b') synthetique a partir de la sequence d'ADN codant pour le fragment "pro" du 

10 precurseur du Facteur a. Cette sequence pent etre utiiisee en totalite ou en partie. 
Dans un mode de realisation particulier, on utilise cette sequence deletee de la 
partie codant pour les addes amines en position 3 & 42 sur le fragment "pro"; 
c'est-a-dire la sequence codant pour : Ala Pro Gly Leu Leu Phe He Asn Thr Thr 
De Ala Ser lie Ala Ala Lys GIu GIu Gly Val Ser Leu Asp. Pour former le 

15 fragment b 7 ), cette derniere sequence d'ADN est suivie d'une sequence codant 
pour (i) un peptide comprenant un site de clivage proteolytique ou (ii) un site de 
clivage proteolytique, ce dernier mode de realisation etant prefere. Tout 
particulierement, ce dernier site de clivage est Lys-Arg ou Arg-Arg, celui-ci etant 
reconnu par i'endopeptidase de levure yscF qui est codee par le gene KEX2 et qui 

20 coupe au niveau de l'extremite C-terminale du dipeptide Lys-Arg ou Arg-Aig. En 
resume, un fragment V) particulier code pour Ala Pro Gly Leu Leu Phe lie Asn 
Thr Thr He Ala Ser He Ala Ala Lys GIu GIu Gly Val Ser Leu Asp Lys Arg. 

La sequence a) comprend en particulier un promoteur foncttonnel dans la 
25 cellule dans laquelle on souhaite synthetiser la proteine heterologue codee par le 
fragment c), de preference un promoteur fonctionnel chez la levure. On peut citer 
par exemple des promoteurs constitutifs de levure dont la fonctionnalite a ete 
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confirmee par la transcription de genes codant pour des proteines heterologues 
codant pour des proteines heterologues tels que les promoteurs PGK, ENOl, 
MFal, ou encore des promoteurs inducibles, tels que PH05, GALL Par exemple, 
loisqu'on utilise dans la cassette d'expression des elements du gene MFal de 
5 levure, on pourra utiliser le promoteur du gene MFaL 

Enfin, les cassettes d 'expression peuvent aussi comprendre un fragment 
d'ADN d) comportant des signaux de terminaison de la transcription, de 
preference fonctionnels chez la levure, par exemple celui du gene PGK. 

10 

De fagon generate, une cassette d'expression selon Tinvention peut etre 
intioduite dans une cellule procaiyote ou eucaryote, de preference eucaryote telle 
que cellule de mammifere ou de levure; une cellule de levure etant tout 
particulierement pref£ree. Cette introduction peut etre realisee en placant la 
15 cassette dans un plasmide a replication autonome ou dans une construction 
destinee a P integration pour etre introduce directement dans le genome de la 
levure, de maniere a obtenir dans les deux cas une cellule transformer 

Lorsque le plasmide est autonome r il comportera des elements assurant sa 
20 partiton et sa replication; par exemple, une origine de replication telle que cellc 
du plasmide 2\t de levure. En outre, le plasmide pourra comporter des elements 
de selection tels que le gene URA3 ou LEU2 qui assurent la complementation de 
levure ura3 ou leu2. En particulier, on pourra avantageusement utiliser le gene 
URA3 delete de son promoteur (URA3-d). 

25 

Ces plasmides peuvent egalement comporter des 6Iements assurant ieur 
replication dans les bacteries, lorsque le plasmide doit etre un plasmide navette, 
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par exemple une origine de replication telle que celle du pBR322, un gene 
marqueur de selection tel que Amp R et/ou d'autres elements connus de Phomme 
du metier. 

5 En accord avec ce qui precede, la presente invention concerne egalement 

une cellule transformee par (i) un fragment d'ADN selon P invention ou (ii) une 
cassette d'expiession selon Pinvention, soit inseree dans un plasmide, soil integree 
dans le genome de la cellule. 

Lorsque Ie promoteur est celui du gene MFal, la cellule de levure 
10 transformee est de preference de type sexuel MATcl On utilisera, par exemple, 
une souche de genotype ura3 ou Ieu2 ou autre, complementee par le plasmide pour 
assurer le maintien du plasmide dans la levure par une pression de selection 
appropriee. 

15 Fnfin, Pinvention a pour objet un procede de preparation d*une proteine 

faeterologue, caract£rise en ce que Pon cultive un cellule selon Pinvention et, en 
ce que Pon recupere la dite proteine dans ie milieu de culture. Ce procede 
s'appiique a la preparation de toute proteine de nature heteroiogue. Parmi ces 
proteines, on peut notamment citer Pbirudine ou des defensines, par exemple la 

20 defensine A. 

Plus particulierement, Pinvention concerne un procede de secretion de 
Phirudine sous forme mature a partir des souches de levures transfonnees selon 
Pinvention. 

25 

U invention s'applique tout particulierement bien a la production 
d'hirudine, c'est pourquoi un des exemples illustratifs de Pinvention concerne cette 
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proteine. En effet l'hirudine, dont la source principale se trouve dans les glandes 
salivaires des sangsues medicinales est un inhibiteur tres specifique et tres efficace 
de la thrombins II s'agit done d'un agent th&apeutique tres interessant dont 
1'utilisation en clinique exige une ties grande purete du produit, et qui est done un 
5 candidal interessant a la production par glnie genetique. 

Un certain nombre de variants naturels de l'hirudine ont ete identifies et 
designes par HV1, HV2, HV3. Par la suite ces variants naturels ainsi que d'autres 
analogues ont ete prepares par genie genetique dans diverses cellules botes, 

10 comme cela est decrit par exemple dans les publications europeennes de brevet 
EP-A-0200655, EP-A-0273800 au nom de la Demanderesse. La comparaison de 
i'hirudine synthetisee par Escherichia coli (E. coli) et par une Ievure du genre & 
cerevisiae a montre que l'hirudine synthetisee par E coli reste intracellulaire et 
doit done 6tre purifiee a partir d'un tres grand nombre de polypeptides de E coli. 

15 D est done particulierement intdressant de pouvoir faire exprimer un gene de 
l'hirudine dans la levure de fa^on a obtenir une hirudine secretee sous forme 
mature, et sans que la levure ne produise de substances pyrogenes ou toxiques 
pour Thomme. 

20 L*invCTtion s'applique done a toutes les molecules d'hirudines, e'est a dire, 

variants naturels de l'hirudine tel quels ou ayant subi une ou plusieuis mutations 
tout en conservant leur activite antithrombotique, ce dernier type de variant etant 
appele analogue. Les exemples ci-apres concerneront plus particulierement 
Panalogue ddsigne par rHV2Lys47 (pour recombinant variant HV2 ayant subi une 

25 mutation de l'acide amin£ Asp en position 47 en acide amine Lys), decrit dans la 
publication de brevet EP-A-02738000 deja mentionnee. 
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L'invention s'applique egalement a la production de defensines. Les 
defensines, aussi appeiees phormicines, sont des peptides originellement extraits 
de rhemoiymphe des certains insectes, ies Dipteres, qui ont une activite 
bactericide sur les germes Giam-ppsiti£s. Ces defensines sont plus amplement 
5 decrites dans la demande de brevet europeenne EP-A- 349 451. La defensine A 
est un peptide basique ayant pour sequence Ala Thr Cys Asp Leu Leu Ser Gly Thr 
Gly lie Asn His Ser Ala Cys Ala Ala His Cys Leu Leu ArgGly Asn Arg Gly Gly 
Tyr Cys Asn Gly Lys Gly Val Cys Val Cys Arg Asn. La defensine B ne differe 
de la defensine A que par 1'acide amine en position 32 ou une arginine remplace 
10 une glycine. 

Les exemples ci-apres pennettront de mettre en evidence d'autres 
caracteristiques et avantages de la presente invention. Ces exemples seront illustres 
par les figures suivantes : 
IS - la figure 1 represente la structure schematique du plasmide pTG2958. 

la figure 2 represente la structure schematique des vecteurs M13TG3839 

et M13TG3841. Pour M13TG3839 les cadres hachures aux extremites 

correspondent a M13TG103 et pour M13TG3841 a M13TG3149. 

la figure 3 represente la structure schematique du vecteur M13TG3845. Le 
20 cadre hachure correspond a M13TG3149. 

la figure 4 represente la structure schematique du plasmide pTG3828. 

la figure 5 represente la structure schematique du plasmide pTG3864. 



25 
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EXEMPLE 1 ; Construction des vecteurs d'expression de Thirudine : 
pTG3864, pTG3867 t pTG3894 et pTG3884. 

A. Construction du vecteur M13TG3845 
5 Le plasmide pTG2958 (figure 1) est peu different du plasmide pTG1833 

d&rit dans la publication europeenne de brevet EP-A-252854 porteur de la 
sequence codante pour rHV2Asp47« Le plasmide pTG2958 ne contient pas le site 
de restriction HindlD artificiellement intioduit Le plasmide pTG2958 contient : 

- un fragment de 1217 paires de bases correspondant i la region 5' du gene 
10 MFal (contenant le promoteur, la sequence codant pour le peptide signal, la 

region "pro" et une sequence codant pour le peptide Lys-Arg), et 4 paires de 
bases (site BgHT, traitement par Klenow), 

- un fragment de 234 paires de bases contenant 1'ADN complementaire de 
rHV2Lys47, 

15 - un fragment de 243 paires de bases comprenant le tenninateur PGK de levure, 

- le fragment PvuII-EcoRI de pBR322 comprenant entre autres 1'origine de 
replication de ce plasmide et le gene de resistance a l'ampicilline (2292 paires 
de bases), 

- le fragment EcoRI-Hindm du plasmide 2|i de la levure (forme B), contenant 
20 le gene LEU2 de levure, sous foime deletee et insere dans le site PstI, 

- un fragment HindlQ-Smal du g&ne URA3 de levure. 

Le fragment Ncol-Ncol du vecteur pTG2958 qui porte les sequences 
LEU2-d, 2^ et URA3 est remplace par le fragment Ncol-Ncol de pTG2800 decrit 
dans la publication europeenne de brevet EP-A-O268501 qui porte les sequences 
25 du plasmide 2p et du gene URA3 delete de son promoteur (URA3-d) pour donner 
pTG2877. 

Le vecteur M13TG3839 (figure 2) derive de M13TG103 [Kieny, M.P. et 
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al. (1983) Gene 26, 91-99] dans lequel le fragment ffindlH-Hindlll de pTG2877 
est introduit dans le meme site. Un site de restriction Sail est introduit dans ce 
vecteur en aval du codon de terminaison de traduction de la region codant pour 
rHV2Lys47 par mutagenese dirigee a 1'aide de ['oligonucleotide suivant : 
5 5* CAATGAAAAATGGTCXjACTATCAATCATAG pour donner M13TG3839 
SalL Un site de restriction Spfal est alors introduit en amont de la cassette 
d'expression en eiiminant la sequence URA3-d par mutagenese dirigee a Paide de 
1'oligonucleotide suivant : 

5' GACCGCX^GTGAATTGGCATGCT pour dormer 

10 M13TG3840. 

Le vecteur M13TG131 [Kieny M.P. et al (1983) Gene 26, 91-99] est dive 
par PstI, les extremites rendues.franche par traitement a Paide du fragment 
Klenow de PADN polymerase I pour etre ensuite religue sur Iui meme pour 
donner M13TG3160. Ce vecteur est ensuite cltve par Smal et EcoRV puis religue 

15 pour donner M13TG3149. 

Le fragment Sphl-Sall de M13TG3840 (decrit ci-dessus) portant la cassette 
d'expression de rHV2Lys47 (sans sequence terminatrice de transcription) est 
introduit dans le site Sphl-Sall de M13TG3149 pour donner M13TG3841 (figure 
2). 

20 La sequence codant pour les acides amines en position 3 a 42 sur le 

fragment "pro" du precurseur de MFal est eliminee de M13TG3149 par 
mutag£n^se dirig6e et un site de restriction Smal introduit en utilisant 
l*oligonucl6otide suivant : 

5* CTCCGCATTAGCIXjCIXXX^ pour donner ce que 

25 Ton appelle par la suite une sequence "pro* deletee. 

On obtient ainsi M13TG3842. Un site de restriction BamHI detruisant V ATG du 
prdcurseur du facteur a est introduit dans ce vecteur par mutagenese dirigee avec 
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I'oligonucl&tide suivant : 

5' AATATAAACXJATTAAAAGGATCCGATITCCTTC 

On obtient alors M13TG3843. Aprds phosphorylation, les oligonucleotides 

suivants: 

5 5' GATCCGTTTCTCTACTACAGTCGCTACTGCAGCTACTGCGCTATT 

GCAAAGTGATGATGTCAGCGATG 5' 

et 

5' TTTCACAGCCTCCCAAGTTTCAGCTGCTCCC 
ACGTCGATGACGCGATAAAAAGTGTCGGAGGGTTCAAAGTCGACGAGGG 5' 

10 sont inseres dans le vecteur M13TG3843 coupe par BaraHI et Smal introduisant 
ainsi la sequence XI done sans ATG. De maniere k restaurer PATG, le site BamHI 
est elimine par mutagenese dirigee en utilisant I'oligonucleotide suivant : 
5' AATATAAACXJATTAAAAGAATGCGTTTCTCT 
pour donner le vecteur M13TG3845 (figure 3) qui comporte : 

15 - le ptomoteur du gene MFal, suivi d'un codon ATG, en tant que fragment a) 

- la sequence XI en tant que fragment b), 

- la sequence "pro" d£let6e du gene MFal, suivi des codons codant pour Lys-Arg 
en tant que fragment b v )> 

- la sequence codant pour rHV2Lys47 en tant que fragment c), 
20 - une partie du vecteur M13TG3149. 

B. Construction du plasmide pTG3864 

Le plasmide pTG848 decrit dans la publication europeenne de brevet 
EP-A-0252854 est digere par Bgin puis religue pour donner pTG2886. Le grand 
25 fragment HindDI-EcoRI de pTG2886 est ligue en presence de ligase T4 au 
fragment ffindlH-EcoRI de 2,1 kb du plasmide pFLl [Parent, S.A. et aL (1985) 
Yeast 1, 83-138] qui porte la sequence du plasmide 2\x de 5. cerevisiae pour 
donner le plasmide pTG2886 LEU2-d, URA3-d. Le fragment Hindin de 0,9 kb du 
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plasmide pTG2800 decrit dans la publication europeenne de brevet EP-A-0258501 
poitant le gene URA3-d est alors insere dans le site Hindm de ce plasmide pour 
donner pTG2886 URA3-d, delta LEU2-d. Le fragment Smal-BglH de M13TG131 
[Kiehy et al. (1983) Gene 26, 91-99] qui possede plusieurs sites de restriction est 
5 ensuite introduit dans ce plasmide pour donner pTG3828 (figure 4) qui comporte: 

- la sequence du gene URA3 deletee de son promoteur (URA3-d), 

- des sites de restriction venant de M13TG13 1 pennettant r insertion des elements 
de l'expression d'un gene heterologue, rHV2Lys47 dans le cas present, 

- le terminateur de transcription du gene PGK de levure 

10 - un fragment de pBR322 qui pennet la replication et la selection chez & coli, 

- un fragment du plasmide 2ja qui possede les elements structuraux necessaires 
a la replication et a l'equipartition mitotique dans la levure. 

Le fragment Sphl-Sall du vecteur M13TG3845 (figure 3) est introduit dans 
le plasmide pTG3828 digere par Spfal et Sail pour donner le vecteur d 'expression 
15 pTG3864 (figure 5). 

C Construction du vecteur d'expression pTG3867 

Pour supprimer compfetement la sequence codant pour le precurseur du 
gene MFal on effectue une mutagenese dirigee sur M13TG3845 (figure 3) a 
20 l'aide de 1'oligonucleotide suivant : 

5* GCCTCCCAAGTITCAGCrATTACGT^ 

pour obtenir le vecteur M13TG3846. Le fragment Sphl-Sall de ce vecteur est 
introduit dans le plasmide pTG3828 (figure 4) digere par SphI et Sail pour donner 
le vecteur d'expression pTG3867. Dans ce vecteur, la sequence XI et celle codant 
25 pour rHV2Lys47 sont adjacentes. Pour obtenir la structure schematique de ce 
plasmide, il suffit sur la figure 5 de retirer la sequence "pro" deletee de MFal. 
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D. Construction du vecteur d 'expression pTG3894 

Un site Smal est cree dans la sequence codant pour le fragment "pro" du 
precurseur du facteur a par mutagenese dirigee sur M13TG3841 (figure 2) grace 
a l'oligonucleotide suivant : 
5 5' TCCGCATTAGCnXjCTCXaK^ 

pour obtenir M13TG3869. Ce vecteur est ensuite digere par SphI et Smal, le petit 
fragment est isole et il est ligu6 au grand fragment SphI et Smal de M13TG3845 
(figure 3) pour donner le vecteur M13TG3891. Le fragment Sphl-Sall de ce 
vecteur est introduit dans le plasmide pTG3828 (figure 4) ouvert aux sites SphI 
10 et Sail pour donner le vecteur d'expression pTG3894 qui comporte done la 
sequence "pro" du precurseur du facteur a mutee. Pour obtenir la structure 
schematique de ce plasmide, il suffit sur la figure 5 de remplacer la sequence 
"pro" deletee de MFal par la sequence "pro" mutee. 

15 E Construction .du vecteur d' expression pTG3884 

La sequence XI est modifiee par mutagenese dirigee sur M13TG3845 en 
utilisant Poligonucldotide suivant : 
5' GTnOCTACTACACTCXKTACrGC 

La modification d'une seule base donne la sequence XII et induit le remplacement 
20 d'une valine par une leucine en tant qu'acide amine R 4 du peptide signal. On 
obtient ainsi te bacteriophage M13TG3846. Le fragment Sphl-Sall de M13TG3846 
est introduit dans le plasmide pTG3828 (figure 4) ouvert aux sites SphI et Sail 
pour donner le vecteur d J expression pTG3884 qui comporte : 

- la sequence du gene URA3 deletee de son promoteur (URA3-d), 

25 - le promoteur du gene MFal, suivi d'un codon ATG, en tant que fragment a), 

- Ia sequence XH en tant que fragment b), 

- la sequence "pro" d61et& du gene MFal, suivi des codons codant pout Lys* 
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Arg, en tant que fragment b') f 

- la sequence codant pour rHV2Lys47 en tant que fragment c), 

- le tenninateur du gfcne codant pour PGK de la levure. 

- un fragment de pBR322, 

5 - un fragment du plasmide 2yL 



EXEMPLE 2 : Production de rHV2Lys47 dans le sumageant de culture en 
fonction du plasmide utilise. 

10 Une souche de levure de l'espece Saccharomyces cerevisiae de genotype 

MATa, ura3-251,-373,-328, Ieu2-3,-112 f his3, pep4-3 est transfonnee par les 
plasmides pTG3864, pTG3867, pTG3894 et pTG3884 par la methode de Tacetate 
de lithium pto, H. et aL L BactfrioL (1983) 153: 163] et les prototrophes Ura+ 
sont selectionnes. lis sont ensuite mis en culture en erlenmeyer a 30°C sur un 

15 milieu selectif (0,7% de bases azotees pour levures (Yeast Nitrogen Base), 0,5% 
de casamino acides et 1% de glucose). Apres 48 heures de culture, on separe 
cellules et sumageant par centrifugation et Tactivitd inhibitrice de la thrombine est 
determinee dans le sumageant en utilisant le test colorimetrique (activite 
prot6olytique sur un substrat synthetique, le chromozyme TH - Boehringer 

20 Mannheim). Le tableau I pr&ente les resultats des dosages; chaque valeur 
correspond a la moyenne de deux experiences independantes. L' activite de 
rHV2Lys47 est exprimte en ATU/ml de sumageant 
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Tableau I 


Plasmide 


ATU/ml 


pTG3894 


40 


pTG3864 


50 


pTG3867 


130 


pTG3884 


125 



10 Dans tous les cas on mesure une activit6 anti-thrombine. La proteine 

rHV2Lys47 produite par la Ievure est done excr&ee dans Ie surnageant De plus 
elle est secretee sous forme active. Les meilleurs resuitats sont obtenus pour les 
souches transformees par pTG3884 et pTG3867. 

Le contenu en proteine des suraageants est analyse par HPLC. Le pic 

15 majeur obtenu correspond bien a celui de rHV2Lys47 (sous sa forme a 65 acides 
amines) et la determination de la sequence N-terminale confirme I'obtention d'une 
molecule correctement synth6 tis6e. 

EXEMPLE 3 : Construction d'un vecteur d'expression de la defensine A 
20 d'insectes : pTG4826. 

A Synthese d'une sequence d'ADN codant pour la defensine A d'insecte. 

La synthese se fait en deux blocs assembles grace a leurs extremites 
cohestves KpnI. Le premier bloc comprend 3 oligonucleotides numerates de 1 a 
25 3 et le second bloc, 6 oligonucleotides numerates de 4 a 9. Leur sequence et la 
position des oligonucleotides (derniere ligne du tableau; les ronds represented la 
partie 5' de {'oligonucleotide) sont donnas dans ie tableau II. 
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TABLEAU H 



n° 


Sequence 


1 


5' AGCTTGGACAAGAGAGCTACCTGTGACTTGTTGTCCGGTAC 


2 


5' GGTAGCTCTCTTGTCCA 


3 


5' CGGACAACAAGTCACA 


4 


5' CGGTATTAAOCACTCCGCTTGTGCTGCTCACTGT^ 


5 


5' AGCACAAGCGGAGTGGTTAATACCGGTAC 


6 


5* AGAGGTAACAGAGGTGGCTACTGTAACGGTAAGGGTGT 


7 


5' AGTAGCCACCTCTGTTACCTCTCAACAAACAGTGAGC 


8 


5' TTGTGTTTGTAGAAACTAAGGATCCG 


9 


5 ' AATTCGGATCCTTAGTTTCTACAAACA^ 
TAC 


1 4 6 8 

O O O o 

I 2 ~~3° 5 ° 7 ° 9 ° 



La sequence obtenue est la suivante : 

Hindlll +1 Kpnl 

10 

20 AGC TTG GAC AAG AGA GCT ACC TGT GAG TTG TTG TCC GGT ACC 

Ala Thr Cys Asp Leu Leu Ser Gly Thr 

20 

GGT ATT AAC CAC TCC GCT TGT GCT GCT CAC TGT TTG TTG AGA 
25 Gly lie Asn His Ser Ala Cys Ala Ala His Cys Leu Leu Arg 
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GGT AAC AGA GGT GGC TAC TGT AAC GGT AAG GGT GTT TGT GTT 
Gly Asn Arg Gly Gly Tyr Cys Asn Gly Lys Gly Val Cys Val 

5 40 BamHI-EcoRI 

TGT AGA AAC TAA GGATCCG 

Cys Arg Asn 

La syntbese du premier bloc utilise les oligonucleotides 4, 5, 6, 7, 8 et 9 et 
10 s'effectue de la fagon suivante : 

- les oligonucleotides 5, 6, 7 et 8 sont tout d'abord phosphoryles a leur 
extremites 5' pour eviter la formation de polymeres au cours de ['assemblage. 
Pour chacun de ces oligonucleotides, 100 picomoles sont traitees a la 
polynucleotide kinase, 2 unit& dans un volume final de 20 *il de Tris HC1 60 

15 nM a pH 7,5; 10 pM de Mgd* 8 \M de dithiothreitol (tampon de kination) 

contenant 3,3 picomoles d'ATPy marque avec M P (5000 Ci/mmole). Aprfcs 15 
minutes d'incubation a 37°C, 5 fjunoles d'ATT non marque sont ajoutees. 

- apres incubation a 37°C pendant 30 min. 75 picomoles des oligonucleotides 5, 
6, 7 et 8 sont melanges, chaufies a 95°C pendant 3 min., puis les 

20 oligonucleotides 4 et 9 sont ajoutes dans un volume final de 90 (xmoles de 

tampon de kination decrit ci-dessus. I/ensemble est chauffe a 95°C pendant 3 
min. puis refroidi lentement en 2 heures a 37°C. 

- 25 picomoles de ces oligonucleotides bybrides sont soumis au traitement par la 
ligase T4 pendant une heure a 15°C. Ce melange reactionnel (1 picomole) est 

25 ensuite ajoute a 50 ng du du bacteriophage M13TG131 [Kieny MP. et aL 

(1983) Gene 26, 91-99] traite par EcoRI et Kpnl (1 heure a 15°Q. Le melange 
de ligation est utilise pour transformer les cellules competentes de ia soucbe K 
coli JM103 [Messing J. el al (1981), Nucleic Acid Res. 9, 309]. Un clone 
presentant la sequence recherchee est isole, il est appele M13TG3821. 

30 La synthase du second bloc utilise les oligonucleotides 1, 2 et 3 et 

s'effectue selon ia meme procedure que celle decrite pour la synthese du premier 
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bloc. Dans ce cas, seul 1'oligonucleotide 2 est phosphoryle a son extremite 5'. 

Ce second bloc est clone entre les sites HindlH et Kpnl du bacteriophage 
M13TG3821 et un clone portant la sequence d'ADN codant pour la defensine A 
(figure 5) est isole, il est appele M13TG3849. 

5 

B, Construction du plasmide depression de la defensine A: pTG4839. 

Le fragment SphI - Smal de 1045 paires de bases du bacteriophage 
M13TG3846 decrit precedemment (Exemple 1, E) est transfere dans le vecteur 
M13TG3869 decrit precedemment (Exemple 1, D.) prealablement digere par SphI 
10 et SmaL On obtient ainsi le vecteur M13TG4803 qui porte : 

- le promoteur du gene MFal, suivi d'un codon ATG, 

- la sequence XII, 

- la sequence "pro" mutee du gene MFal suivi des codons codant pour Lys-Arg, 

- Ia sequence codant pour rHV2Lys47. 

15 Afin de remplacer la sequence codant pour rHV2Lys47 par celle codant 

pour ia defensine A d'insecte on introduit un site HindTTI dans la sequence codant 
pour "pro" mut£e de MFal a I'aide de ['oligonucleotide de sequence : 
5' GAAGGGGTAAGCTTGGATAAA 

Puis on introduit le fragment Hindm - BamHI de M13TG3849 decrit 
20 pr6c6demment (Exemple 3, A) qui porte la sequence synthetique codant pour la 

defensine A dans ce vecteur prealablement traite par Hindm et BamHI pour 

eliminer la sequence codant pour rHV2Lys47. 

Le fragment Sphl-Sall de M13TG4813 est introduit dans le plasmide 

pTG3828 (figure 4) ouvert aux sites SphI et Sail pour donner le vecteur 
25 d'expression pTG4839 qui comporte : 

- la sequence du gene URA3 deietee de son promoteur (URA3-d), 

- le promoteur du gene MFal, suivi d'un ATG, 
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- la sequence XQ, 

- la sequence "pro" mutee du gene MFal suivi des codons codant pour Lys-Arg, 

- la sequence synthetique codant pour la d6fensine A d'insectes, 

- le terminateur du gene codant pour PGK de la levure. 
5 - un fragment de pBR322, 

- un fragment du plasmide 2\jl 

EXEMPLE 4 : Production de defensine A dans le surnageant de culture, 

10 Une souche de levure de l'espfece Saccharomyces cerevisiae de genotype 

MATo, ura3-25 1,-373,-328, Ieu2-3,-112, his3, pep4-3 est transformee par le 
plasmide pTG4839 par la methode de Pacetate de lithium [Ito, H. et aL J. 
Bacterid. (1983) 153: 163] et les prototrophes Ura+ sont selectionnes. lis sont 
ensuite mis en culture en erlenmeyer a 30°C sur un milieu selectif (0,7% de bases 

15 azotees pour levures (Yeast Nitrogen Base), 0,5% de casamino acides et 1% de 
glucose). Apr&s 48 heures de culture, on separe cellules et surnageant par 
centrifugation et le surnageant est filtre sur un filtre de 22 \x puis passe sur 
cartouche Sep-Pak C18. Le materiel fixe est elue avec 60% d'acetonitrile, 0,1% 
d'acide trifluoro acetique dans de Teau et seche sous vide. L'activite 

20 antibact&ienne de la defensine A est ensuite mise en evidence par un test 
d'6talement sur agar ou sur gelose ensemenc6 de germes bacteriens (Micrococcus 
htteus) confonnement a la procedure decrite par Lambert et aL (1989) PNA3 86: 
262-266. 

Dans le surnageant des levures transfonnees par le plasmide pTG4839 on 
25 detecte effectivement une activite antibacterienne. La proteine defensine A 
produite par la levure est done excrctee dans le surnageant De plus elle est 
secretee sous forme active. 
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Le contenu en proteine des sinnageants est analyse par HPLC Le pic 
majeur obtenu correspond bien a celui de la defensine A d'insecte et la 
determination de la sequence de la proteine confirme 1'obtention d'nne molecule 
correctement synthetisee. 
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REVENDICAHONS 

L Un fragment d'ADN isole qui code pour un peptide dont la sequence 
d'acides amines presente un degre d'homologie d'au moins 60% avec la sequence 
d'acides amines de formule (T) ou (E) 

(I) Arg-Phe-Ser-Thr-Thr-Leu-Al^ 
Ala-Ser-Gin et 

(II) Arg-Phe-Ser-Thr-Thr-Leu-Ala-Thr^^ 
Ala-Ser-Gin-Val-Ser-Ala. 

2. Un fragment d'ADN selon la revendication 1 qui code pour un peptide 
dont la sequence d'acides amines presente un degre d'homologie d'au moins 80% 
avec la sequence d'acides amines (I) ou (II) de formule 

(I) Arg-Phe-Ser-Thr-Thr-l^u-Ala-^ 
Ala-Ser-Gln et 

(II) Arg-Phe-Ser-Thr-Thr-Leu-Ala^ 
Ala-Ser-Gln-Val-Ser-Ala. 

3. Un fragment d'ADN selon la revendication 1 ou 2 qui code pour un 
20 peptide comprenant la sequence d'acides amines (HI) 

(III ) R 1 -R 2 -R 3 -Thr-Thr-R 4 -Ala-Thr-Ala--Ala-Thr-Ala-Leu-Phe- 

1 5 10 

Phe-Thr-Ala-R s -R 6 
15 19 
25 dans laquelle : 

Rj est un acide amine selectionne panni Arg et Lys, 

R 2 et sont chacun un acide amine selectionne de maniere independante panni 

Ala, Asn, Cys, Gin, Gly, His, lie, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr et Val 



10 
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R 3 et R5 sont chacun un acide amine selectionne de maniere independante parmi 
Asp, Gly, Asn, Pro et Ser f et 

R 4 est un acide amin£ selectionne panni Val, Leu, Ala, Cys, Phe, De et MeL 

5 4. Un fragment d'ADN seion la revendication 1 ou 2 qui code pour un 
peptide comprenant la sequence d'acides amines (IV) 
(IV) Ri-Rj^-Thr-Thr-R^Ala-^ 
AIa-R r R r R 7 
dans laquelle: 

10 Ri est un acide amine selectionne parmi Arg et Lys 9 

R 2 et R$ sont chacun un acide amine selectionne de maniere independante parmi 
Ala, Asn, Cys, Gin, Gly, His, He, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr et Val 
R 3 et R5 sont chacun un acide amini selectionne de maniere independante parmi 
Asp, Gly, Asn, Pro et Ser, 

15 R 4 est un acide amin6 selectionne parmi Val, Leu, Ala, Cys, Phe, lie et Met, et 

R 7 est une sequence de proteolyse. 

5. Un fragment d'ADN selon la revendication 4 dans iequel R 7 est une 
sequence de proteolyse R^R^R^ dans laquelle: 
20 R 8 est un acide amin£ selectionne parmi Ala, Val, Ser, Cys, Gly, lie, Leu, Thr, 

R^ est un acide amin£ selectionne parmi Ala, Arg, Cys, Gin, Gly, IBs, lie, Leu, 

Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr et Val et 

R w est un acide amine selectionne parmi Ala, Cys, Gly, Leu, Pro, Gin, Ser et 
Thr, 

25 

6- Un fragment d'ADN selon la revendication 1 ou 2 qui code pour un 
peptide comprenant une sequence d'acides amines selectionnee parmi les 
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sequences d'acides amines (V) et (VI) 

(V) Arg-Phe^er-Tlir-^ 
Ala-Ser-GIn; 

(VI) Arg-Phe-Ser-Thr-Thr-Val-Ate^ 
5 Ala-Ser-Gln- 

7. Un fragment d'ADN selon I'une des ievendications 1, 2, 4 et 5 qui code 
pour un peptide comprenant une sequence d'acides amines selectionnee parmi les 
sequences d'acides amines de fonnule (VII) et (VIII) 

10 (VII) Arg-Pbe-Ser-Thr-Thr-Leu-Ala-^ 
Ala-Ser-Gln-R 7 

dans laquelle R 7 est une sequence de proteolyse; 
(VIII) Arg-Phe-Ser-Thr-Thr-Val-Ala-Thr-AIa-AIa-Thr-AI^ 
Ser-Gln-R 7 

IS dans laquelle R 7 est une sequence de proteolyse. 

8. Un fragment d'ADN selon la revendication 7 qui code pour un peptide 
comprenant une sequence d'acides amines selectionnee parmi les sequences 
d'acides amines de formule (VII) et (VIII) dans lesquelles R 7 est Val-Ser-Ala. 

20 

9. Application d'un fragment d'ADN selon Tune des revendications 1 a 8, a 
title de fragment d'ADN codant pour un peptide signal utile pour la secretion 
d'une prot&ne heterologue par une cellule dans laquelle la proteine heterologue 
est synthetis6e. 

25 

10- Application d'un fragment d'ADN selon la revendication 9, caracterise en 
ce que le fragment d'ADN code pour un peptide signal utile pour la secretion 
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<Tune proteine heterologue par une cellule de levure dans laquelle la proteine 
heterologue est synthetisee. 

11. Une cassette d'expression d'une proteine heterologue comprenant au moins: 
5 a) un fragment d'ADN comportant des signaux d'initiation de transcription 

et de traduction, 

b) un fragment d'ADN selon Tune des revendications 1 a 8 et, 

c) un fragment d'ADN codant pour la proteine heterologue mature. 

10 12. Une cassette seion la revendication 11 comprenant en outre un fragment 
d'ADN b') codant pour un fragment peptidique "pro". 

13. Une cassette seion la revendication 12 comprenant un fragment d'ADN b') 
codant pour un fragment peptidique "pro" ayant pour sequence Ala Pro Gly Leu 

15 Leu Phe lie Asn Hir Thr He Ala Ser De Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu 
Asp Lys Arg. 

14. Une cassette selon Tune des revendications 11 a 13, caracterisee en ce le 
fragment a) comporte un promoteur fonctionnel dans une cellule de levure et un 

20 codon d'initiation de traduction ATG. 

15. Une cassette d'expression selon 1'une des revendications 11 a 14, 
caracterisee en ce que le fragment d'ADN c) code pour une Mrudine. 



25 



16. Une cassette d'expression selon la revendication 15, caracterisee en ce que 
le fragment d'ADN c) code pour le variant hirudine rHV2Lys47. 
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17. Une cassette cTexpression selon Tune des revendications 11 a 14, 
caracterisee en ce que le fragment d'ADN c) code pour une defensine d'insectes. 

18. Une cassette d 'expression selon la revendication 17, caracterisee en ce que 
5 le fragment d'ADN c) code pour la defensine A. 

19. Un vecteur plasmidique comprenant une cassette d'expression selon Tune 
des revendications 11a 18. 

10 20. Un vecteur plasmidique selon la revendication 19, caracterise en ce quMl 
comporte en fragment du plasmide 2\i de levure. 

21. Un vecteur plasmidique selon la revendication 19 ou 20, caracterise en ce 
qu'il comporte, en tant que gene de selection, le gene URA3 delete de son 

15 promoteur. 

22. Une cellule transformee par un vecteur plasmidique selon Tune des 
revendications 19 a 21 ou ayant integre dans son genome une cassette d'expression 
selon Tune des revendications 11 a 18. 

20 

23. Une cellule de levure selon la revendication 22. 

24. Un procede de preparation d'une proteine heteroiogue, caracterise en ce que 
Ton cultive une cellule selon la revendication 22 ou 23 et, en ce que Ton recupere 

25 la dite proteine dans le milieu de culture. 

25. Un procede selon la revendication 24, caracterise en ce que la cellule est 
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une cellule de Ievure. 

26. Un precede selon la revendication 24 ou 25, caracterise en ce que ladite 
proteine est une hirudine. 

27. Un precede selon la reveadication 24 ou 25, caracterise en ce que ladite 
proteine est une defensine d'icsectes. 



WO 90/13646 PCT/FR90/00306 

1 14 



FIG.1 




WO 90/13646 



2/4 



PCT/FR90/00306 




WO 90/13646 PCT/FR90/00306 



3/4 




WO 90/13646 



4/4 



PCT/FR90/00306 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

International Application No PCT/FR 90/00306 



1. CLAS5IFICATI 


N F SUBJECT MATTER (If several classification symbols apply, Indicate all) * 




According to International Patent Classification (IPC) or to both National Classification and IPC 

c C 12 N 15/15, C 12 N 15/62, C 07 H 21/04, C 07 K 13/00, 
Int.CIT C 12 P 12/00, // A 61 K 37/02, (C 12 N 15/15, C 12 R 1:865) 


II. FIELDS SEARCHED 


Minimum Documentation Searched 7 


Classification System 


Classification Symbols 




C 12 N 15/15, C 12 N 15/62, C 12 N 15/56, 
C 07 K 07/10 


Documentation Searched other than Minimum Documentation 
to the Extent that such Documents are Included In the Fields Searched • 




III. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT* 


Category * 


| citation of Document, 11 with Indication, where appropriate, of the relevant passages « 


| Relevant to Claim No. « 


A 


EP, A, 0252854 {TRANSGENE SA) 13 January 1988, 
see the whole document 
cited in the application 


11-15,19-26 


A 


EP, A, 0273800 (TRANSGENE SA) 6 July 1988, 
see the whole document 
cited in the application 


11-16,19-26 


A 


EP, A, 0158564 (TRANSGENE SA) 16 October 1985, 

see the whole document, 

in particular page 26, lines 8-19 


1,11,19,23-25 


A 


EP, A, 0225633 (CIBA-GEIGY AG) 16 June 1987, 
see abstract; page 17 


1,11-14 


A 


EP, A, 0200655 (TRANSGENE SA) 5 November 1986, 
see the whole document, in particular figure 2 
cited in the application 


1,11-14 


* Special categories of cited documents: « 

"A" document defining the general state of the art which tat not 

considered to be of particular relevance 

earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority dalm(s) or 
which Is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

-0° document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


"V later document published after the international filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

"X" document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an Inventive step 

*Y" document of particular relevance;' the claimed Invention 
cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
In the art. 

*&" document member of the same patent family 


IV. CERTIFICATION 


Date of the Actual Completion of the International Search 


Date of Mailing of this International Search Report 


03 August* 1990 (03.08.90) 


25 September 1990 (25.09.90) 


International Searching Authority 


Signature of Authorized Officer 




European Patent Office 







Form PCT/IS A/210 (second sheet) (January 1985) 



PCT/FR 90/00306 -2- 





OLOocai 


mm cowmtouifD to n kelkvjuct icomtuouu fhomtmk wcomo «K*m 




A 


The Journal of Biological Chemistry, vol. 257, No. 24, 
25 December 1982, American Society of Biological 

al. : "Nucleotide sequence of the yeast nuclear gene 

for cytochrome c peroxidase precursor", 

pages 15054-15058 

see abstract; page 15056, figure 4 






P,A 


EP, A, 0349451 (CNRS) 3 January 1990 
see the whole document, 
in particular pages 493-498 et claim 2 
cited in the application 


17,28,27 




P,A 


Journal of Bacteriology, vol. 171, No. U, 
November 1989, American Society for Microbiology, 
(Baltimore, MD, US), F. Klebl et al.: "Molecular 
cloning of a cell wall exo-^ -1,3-glucanase from 
Saccharomyces cerevisiae", 
pages 6259-6264 

see the whole article, in particular figure 6 
cited in the application 


1-8 
* 

i 



Form FCT4SAJH0 tear* iamO (JnwylMS] 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. FR 9000306 

SA 37090 

This annex fists the patent family members relating to trie patent documents cited in the above-mentioned international search report. 
The members are as contained in the European Patent Office EOP file on 10/09/90 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars wiricb are merely given for the purpose of information. 



Patent document 
cited in search report 



Publication 



EP-A- 0252854 



13-01-88 



EP-A- 0273800 



06-07-88 



EP-A- 0158564 



16-10-85 



EP-A- 0225633 



16-06-87 



EP-A- 0200655 



05-11-86 



EP-A- 0349451 



03-01-90 



Patent family 
members) 



PnbTipati n n 
date 



FR-A- 
FR-A- 
AU-A- 
JP-A- 



2601383 
2607516 
7536687 
1085082 



FR-A- 
AU-A- 
JP-A- 
ZA-A- 



2607517 
8188087 
63152987 
8709011 



FR-A.B 
FR-A.B 
W0-A- 
JP-T- 



2562088 
2569420 
8504418 
61501609 



15-01-:88 
03-06-88 
14-01-88 
30-03-89 

03-06-88 
02-06-88 
25-06-88 
27-05-88 



04-10-85 
28-02-86 
10-10-85 
07-08-86 



AU-A- 
JP-A- 



6650486 
62208296 



FR-A.B 

AU-A- 

WO-A- 

FR-A- 

JP-T- 



2593518 
5778786 
8606406 
2601383 
62502661 



FR-A- 
AU-A- 
JP-A- 



2633296 
3674889 
2045498 



18-06-87 
12-09-87 



31-07-87 
18-11-86 
06-11-86 
15-01-88 
15-10-87 



29-12-89 
04-01-90 
15-02-90 



For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

.. Demande taternatfonaie PCT/FR 90/00306 



t. CLASSEMEHT OS L'lMVEMTtOK <*l ptualeurt eyrebotoe <fc ctoaafflcatton eont appucabtea. In indiquef tout) i 



Soton to ctaae ffi ce ttot i taternattmeledea breveta (08> ou a to toto aeton to ctoaelficatioo wtftonato at to OB 

C1B 5 : i^iS' 9, 12 JJ 15/62 ' C 07 H 21/04. C 07 K 13/00, 

C 12 P 21/00, // A 61 K 37/02, (C 12 N 15/l5, C 12 R 1:865 



U. DOMAINES SUR 1ESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mtaimato eonauftee » 



System* da ctoaaiftcaUon 



I 



Symbolee de ctaeaiflcatfon 



CIB" 



C 12 N 15/15, C 12 N 15/62, C 12 N 15/56, 
C 07 K 07/10 



Documentation etmeuftee autre que to d ocamentetion mmJmale dsns to u 

©0d» ttto documents font parte dei domamee eur toequata to recherche m port* ■ 



IILDOCUMEMTS CONStDERES COMME PERTINENTS to 



1 Cateoorie * 


Menttfieation dM decumente dtee." avee Indication, si n^cMMln. 
dee piiiieM pertinents « 


N* dee revendlcatwu 
viteaa » 


A 


EP, A, 0252854 (TRANSGENE SA) 

13 janvier 1988 

voir le document en entier 
cite dans la demande 


11-15,19- 
26 


A 


EP, A, 0273800 (TRANSGENE SA) 

6 juillet 1988 

voir le document en entier 
cite dans la demande 


11-16,19- 
26 


A 


EP, A, 0158564 (TRANSGENE SA) 
16 octobre 1985 
. voir, le document .en entier., 
en particulier page 26, lignes 8-19 


1,11,19, 
23-25 


A 


EP, A, 0225633 (CIBA-GEIGY AG) 
16 juin* 1987 . 
voir abrege; page 17 


1,11-14 


A 


EP, A, 0200655 (TRANSGENE SA) 
5 novembre 1986 

./. 


1,11-14 



1 Categories apectatos de documents dots: ™ 
€A» document definisaant ratal general da to technique, non 



«E» document anterteur, male pubUe a to date de dfpfit tntinu. 
ttonal ou «pr*t cette data 

«Le document pcuvsnt jeter un dotfe aur une revendlcttion de 
priorite ou cKa pour determiner to data da publication d'una 
autra citation ou pour una ration tpectoia (taUa qu'mdiqueej 
aO» document aa referent a une divuhjation ©reie, a un u«c«. a 

una exposition ou lout autres moyena 
a P a document pubOe avant to data da depot International, mala 
poeterieurement a to data da priorite remdiquae 



aTa document utterfeur pubUe poeterieurement a to dele de depdt 
jTKHlfKTflii ^ u <ut * d# P^orita at n'eppartenant pas 
iFiS, 1 * to tsc £ n i? u * omtiMttu maia ate pour cotitprandro 
la pnnctpa ou to theone eonatituant to baaa dePmWmion 

ouee na paut 4tre conslderee comme nouvelto ou 
impliquam una activita tovantnra 

* Y * 2S!21!^!i P*^*^n^ lj p«rtinant: {Invention raven. 
USUI ^JZ* i 1 ™ ««■■*•■•• eornmo Impliquant una 
■fhvtta Inventive toraque ta document ett assoc* a un ou 

'^S^SS^S^S^^ d# m * m# B « lttm * comb" 
nateon atant avid ante pour una peraonne du metier. 

a4» documant qui fait partie de to me me famine de brevets 



IV. CERTIFICATION 



Data a toqueUe ta recherth* fotarnatfonato a ate eflectivement 
achevee 

3 aoat 1990 



DM* d'aeMIUM du ptiMttt rapport dt imhwchc IntemMionml* 

55.0190 



Admintotratlon chargee da to recherche Internationale 

OFFICE EUR0PEEN DES BREVETS 



nature o>rfoitcttoanaira 




Watane Weinberg 



Formutefra PCT/ISA/210 (deuxiema teuffla) panvtor titS) 



04m.mtolntefn.tioit.teN- PQT/FR 90/00306 



m. documents considered © 


ommc pertinents 


csurrc ocs remseig nemekts indiques sur la 

OOfXtCMS FEUtLLE) 






BfiimaocunwucmittK 


. Mdicsfloa tf Ncmuvi. 





P,A 



voir le document en entier, 
en particulier figure 2 
cite dans la demande 

I The Journal of Biological Chemistry, i 9 

J volume 257, no. 24, 25 decembre 1982, 
! American Society of Biological 

Chemists, Inc.', (Baltimore, MD, US), 
J. Kaput et al.s "Nucleotide sequence 
of the yeast nuclear gene for cyto- 
chrome c peroxidase precursor", 
pages 15054-15058 
voir abrege; page 15056 ^ figure 4 

EP, A, 0349451 (CNRS) 

3 janvier 1990 

voir le document en entier, 

en particulier pages 493-498 et 

revendication 2 
cite dans la demande - 

Journal of Bacteriology, volume 171, no, 11, 1-8 
novembre 1989, American Society for 
Microbiology, (Baltimore, MD, US), 
F. Klebl et al. : "Molecular cloning of 
a cell wall exo-A-l,3-glucanase from 
Saccharorayces cerevisiae"", *" 
pages 6259-6264 

voir 1' article en entier, en particulier 
figure 6 
cite dans la demande 



17,28,27 



Forrauiiir* PCT7ISAJ210 (faetfl* «0dltionntlte) itteS) 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

RELATIF A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO, FR 9000306 



SA 37090 

La presente annexe indique les membres de la famflle de brevets retatifs aax documents brevets cites dans k rapport de 
recherche Internationale vise ci-dessus. 

Lesdits membres sont contenus an fichier informadqae de rOffice enropeen des brevets a la date do 10/09/90 

Les rensetgneroents fournis sont donnes a txtre indtcatif et n'engagenl pas la responsabilite de fOffice enropeen des brevets. 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de la 


Date de 


an rapport de recherche 


publication 


famine de brevet(s) 


publication 



EP-A- 0252854 



EP-A- 0273800 



13-01-88 



06-07-88 



EP-A- 0158564 



16-10-85 



FR-A- 


2601383 


15-01- 


-88 


FR-A- 


2607516 


03-06- 


-88 


AU-A- 


7536687 


14-01-88 


JP-A- 


1085082 


30-03-89 


FR-A- 


2607517 


03-06- 


-88 


AU-A- 


8188087 


02-06- 


-88 


JP-A- 


63152987 


25-06- 


-88 


ZA-A- 


8709011 


27-05- 


-88 


FR-A.B 


2562088 


04-10- 


-85 


FR-A.B 


2569420 


28-02- 


-86 


W0-A- 


8504418 


10-10- 


-85 


JP-T- 


61501609 


07-08- 


-86 



EP-A- 


0225633 


16-06-87 


AU-A- 
JP-A- 


6650486 
62208296 


18-06-87 • 
12-09-87 


EP-A- 


0200655 


05-11-86 


FR-A.B 


2593518 


31-07-87 








AU-A- 


5778786 


18-11-86 








W0-A- 


8606406 


06-11-86 








FR-A- 


2601383 


15-01-88 








JP-T- 


62502661 


15-10-87 



EP-A- 0349451 03-01-90 FR-A- 2633296 29-12-89 

AU-A- 3674889 04-01-90 
JP-A- 2045498 15-02-90 



Pour Mat rcnsagnaneiit concernant eette annexe : voir Journal OflicKl de fOffice esropeeo des brevets, No.! 2/82 



